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(54) Title: MATERIAL BASED ON BIODEGRADABLE POLYMERS AND METHOD FOR PREPARING SAME 

(54) Titre : MATERIAU A BASE DE POLYMERES BIODEGRADABLES ET SON PROCEDE DE PREPARATION 

(57) Abstract: The invention concerns a material with controlled chemical structure consisting of at least a biodegradable polymer 
material and a polysaccharide with linear, branched or crosslinked skeleton. The invention is characterised in that it is obtained by 
controlled functionalizing of at least a molecule of said biodegradable polymer or one of its derivatives by covalent grafting directly 
at its polymeric structure, of at least a molecule of said polysaccharide. The invention also concern a vector preferably in the form 
of particles obtained from said material and its use as biological vector. 

(57) Abrege : La presente invention a pour objet un materiau a structure chimique controlee compose d'au moins un polymere 
biodegradable et d ; un polysaccharide a squelette Hneaire, ramifie ou reticule, caracterise en ce qu'il derive de la fonctionnalisation 
controlee d'au moins une molecule dudit.polymere biodegradable oud'un de ses derives par greffage covalent directement au niveau 
de sa structure polymerique, d au moins une molecule dudil polysaccharide. Elle vise egalement un vecteur de preference sous forme 
de particules obtenu a partir de ce materiau ainsi que son utilisation a litre de vecteur biologique. 
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MATERIAL! A BASE DF POLYMERES BIQDEGRA DABLES ET SON PROCEDE DE 

PREPARATION. 

La presente invention concerne de nouveaux materiaux a base de 
polymeres biodegradables et de polysaccharides, des vecteurs derivant 
de ces materiaux de preference sous forme de particules, et leurs 
utilisations a titre de vecteurs biologiques pour des matieres actives. 

La vectorisation est une operation visant a moduler et si possible 
a totalement maTtriser la distribution d'une substance, en I'associant a un 
systeme approprie appele vecteur. 

Dans le domaine de la vectorisation, trois fonctions principals 

sont a assurer : 

- Transporter la ou les matieres actives dans les liquides 
biologiques de I'organisme, 

- Acheminer les matieres actives vers les organes a traiter, et 

- Assurer la liberation de ces matieres actives. 

Bien entendu, le principe general de la vectorisation est 
egalement de rendre la distribution de la matiere active aussi 
independante que possible des proprietes de la substance active elle- 
meme et de la soumettre a celle de vecteurs appropries choisis en 
fonction de I'objectif envisage. 

En fait, le devenir in vivo du vecteur est conditionne par sa taille, 
ses caracteristiques physico-chimiques et, en particulier, ses proprietes de 
surface qui determined les interactions avec les composants du milieu 
vivant. 

Parmi les differents vecteurs deja existants, on peut distinguer 
plusieurs categories. 

Les vecteurs de premiere generation sont des systemes congus 
pour liberer un principe actif au sein de la cible visee. II est necessaire 
dans ce cas de faire appel a un mode d" administration particulier. Ces 
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vecteurs de taille relativement elevee (superieure a quelques dizaines de 
microns) sont soit des systemes pleins (microspheres), soit des systemes 
creux (microcapsules), contenant une substance active, par exemple 
anticancereuse, a I'etat dissous ou disperse dans le materiau constitutif 
5 de ces systemes. Les materiaux utilisables sont de nature variable (cire, 
ethylcellulose, acide polylactique, copolymeres des acides lactiques et 
glycolique) biodegradables ou non. 

Les vecteurs de deuxieme generation sont des vecteurs capables, 
sans mode d'administration particulier, de vehiculer un principe actif 
10 jusqu'a la cible visee. Plus precisement, il s'agit de vecteurs dont la taille 
est inferieure au micrometre et dont la distribution dans I'organisme est 
totalement fonction de leurs uniques proprietes physico-chimiques. 

A cette seconde categorie, appartiennent notamment les vecteurs 
vesiculates de type liposomes qui sont des vecteurs constitues par une 
15 ou plusieurs cavites internes contenant une phase aqueuse, les 
nanocapsules qui sont des vecteurs vesiculates formes d'une cavite 
huileuse entouree d'une paroi de nature polymerique, ainsi que les 
emulsions lipidiques. On distingue aussi les nanospheres qui sont 
constituees d'une matrice en polymere pouvant encapsuler des principes 
20 actifs. Couramment, on regroupe sous le terme « nanoparticules » les 
nanospheres ainsi que les nanocapsules. Les matieres actives sont 
generalement incorporees au niveau des nanoparticules soit au cours du 
processus de polymerisation des monomeres dont derivent les 
nanoparticules, soit par adsorption a la surface des nanoparticules deja 

2 5 formees, soit pendant la fabrication des particules a partir des polymeres 

preformes. 

La presente invention concerne tout particulierement le domaine 
des vecteurs du type nano- et micro-particules et leurs applications. 

3 0 Differents types de nano- et micro-particules sont deja proposes 

dans la litterature. Conventionnellement, ils derivent d'un materiau obtenu 
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par polymerisation directe de monomeres (par exemple cyanoacrylates), 
par reticulation, ou encore ils sont elabores a partir de polymeres 
preformes : po!y(acide lactique) (PLA), poly(acide glycolique) (PGA), 
poly(s-caprolactone) (PCL), et leurs copolymeres, comme par exemple le 
5 poly(acide lactique-co-acide glycolique) (PLGA), etc. . . 

Plus recemment, un nouveau type de particules a ete obtenu a 
partir d'un materiau derivant de la polymerisation catalytique de 
monomeres (comme par exemple lactide ou caprolactone), sur le 
squelette d'un polysaccharide. 

10 Ce type de materiau presente toutefois ('inconvenient principal de 

ne pouvoir garantir une composition reproductible. En effet, toutes les 
fonctions hydroxyles presentes sur le squelette du polysaccharide 
considere sont susceptibles d'amorcer la polymerisation des monomeres. 
II se forme ainsi sur le squelette un tres grand nombre de chaTnes de taille 

15 variable derivant du monomere, qui « masquent » ce squelette. Ceci est 
un inconvenient majeur dans r elaboration de vecteurs adaptes pour 
certaines applications (bioadhesion, « furtivite », ciblage,...) ou Ton 
recherche precisement a controler la nature du recouvrement des 
particules. En consequence, par ce type de polymerisation, il est 

20 impossible d'obtenir une bonne reproductibilite de la synthese, des 
echantillons homogenes, et de controler les degres de polymerisation et 
de substitution, d'autant plus que la polymerisation se fait generalement 
en masse (en absence de solvant). En effet, lors de la synthese du 
materiau, le polysaccharide est sou vent utilise sous la forme de particules 

25 dispersees dans le monomere fondu et la polymerisation est 
generalement conduite en presence d'un catalyseur. En absence de 
catalyseur, les degres de polymerisation sont tres faibles. 

Ont egalement ete decrites dans le brevet US 6 007 845 des 
particules derivant d'un materiau obtenu par couplage covalent sur un 

3 0 materiau multifonctionnel de type acide citrique ou tartarique, d'une ou 
plusieurs molecules d'un polymere hydrophile comme le polyethylene 
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glycol et d'une ou plusieurs molecules d'un polymere hydrophobe comme 
racide polylactique. Toutefois, la synthese de ce materiau a pour 
inconvenient majeur de necessiter I'utilisation d'un compose annexe 
jouant le role d'intercalaire entre les molecules des deux types de 
polymeres. 

La presente invention a pour premier objet un nouveau materiau 
composite a structure controlee derivant du couplage de chames de 
polymere biodegradable directement sur le squelette de polysaccharides. 

Son second objet concerne un vecteur a base de ce materiau, de 
preference sous forme de particules, et plus preferentiellement sous la 
forme de nanoparticules. 

L'invention vise egalement dans un troisieme objet, rutilisation de 
ce vecteur, de preference de particules, notamment a . titre de vehicules 
biologiques. 

Plus precisement, le premier aspect de l'invention concerne un 
materiau a structure chimique controlee compose d'au moins un polymere 
biodegradable et d'un polysaccharide a squelette Tmeaire, ramifie ou 
reticule, caracterise en ce qu'il derive de la fonctionnalisation controlee 
d'au moins une molecule dudit polymere biodegradable ou d'un de ses 
derives par greffage covalent directement au niveau de sa structure 
polymerique, d' au moins une molecule dudit polysaccharide. 

Par opposition aux materiaux precedemment evoques, le 
materiau mis au point selon la presente invention a pour premier avantage 
d' avoir une structure chimique controlee et done d'etre a ce titre 
parfaitement reproductible. Sa composition chimique est clairement 
identifiee. 

Ainsi, le materiau revendique est de preference constitue d'au 
moins 90% en poids et plus preferentiellement en totalite d'un copolymere 
derivant de la fonctionnalisation controlee d'au moins une molecule d'un 
polymere biodegradable ou d'un de ses derives par greffage covalent 
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directement au niveau de sa structure polymerique d'au moins une 
molecule d'un polysaccharide a squelette lineaire, ramifie ou reticule. 

Selon un mode prefere de Tinvention, le materiau revendique ne 
contient pas de molecule de depart, c'est-a-dire dudit polymere 
5 biodegradable ou dudit polysaccharide. 

En I'espece, le materiau revendique est done different d'un 
melange de nature polymerique dans lequel serait present le copolymere 
attendu mais ou demeureraient egalement, en des quantites tres 
variables, les polymeres de depart. Un tel melange de nature polymerique 
10 ne peut etre utilise tel quel pour preparer des nano- ou micro- particules. 

En l'occurrence, le materiau revendique possede une 
polydispersite inferieure ou egale a 2 et de preference inferieure a 1 ,5. 

Plus precisement, le materiau revendique est obtenu par couplage 
directement au niveau de la molecule du polysaccharide, d'une ou 
15 plusieurs molecules de polymere biodegradable, identiques ou differentes. 

Cette liaison covalente entre les deux types de molecule peut etre 
de natures diverses. 

Elle peut ainsi deriver de la reaction entre un groupement acide 
carboxylique avec soit une fonction amine pour former une liaison amide, 

2 o soit une fonction hydroxyie pour former une liaison ester. 

Elle peut aussi resulter de la reaction entre un groupement 
isocyanate avec un groupement alcool pour former une liaison de type 
urethane. 

Elle peut egalement deriver de la reaction d'une fonction thiol 
25 avec un groupement carboxylique pour conduire a une liaison de type 
thioester. 

L'ensemble de ces reactions est bien connu de I'homme de I'art 
et leurs realisations relevent de ses competences. 

Selon une variante preferee de 1'invention, la liaison covalente 

3 o etablie entre les deux molecules est de type ester ou amide. 
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Plus preferentiellement, elle derive de la reaction entre une 
fonction carboxylique, le cas echeant activee, presente sur le polymere 
biodegradable et une fonction , hydroxyle ou amine presente sur le 
polysaccharide. Les fonctions activees preferees de I'acide sont Tester de 
5 N-hydroxysuccinimide, le chlorure d'acide et I'imidazolide derive du 
carbonyl diimidazole. Cette fonction reactive, de preference carboxylique, 
peut etre soit naturellement presente sur le squelette du polymere 
biodegradable ou y avoir ete introduite au prealable au niveau de son 
squelette, de maniere a permettre son couplage ulterieur avec une 
10 molecule de polysaccharide. 

Cette activation d'une fonction presente sur Tune des molecules, 
de preference une fonction carboxylique sur le polymere biodegradable, 
est notamment avantageuse lorsque Ton veut empecher la manifestation 
d'une reaction secondaire parasite, comme par exemple une reaction 
15 intramoleculaire. Ainsi, dans le cas particulier ou le polysaccharide 
possede au niveau de sa molecule deux fonctions susceptibles de reagir 
I'une avec I'autre, par exemple une fonction hydroxyle et une fonction 
carboxylique, on active prealablement la fonction carboxylique presente 
sur le polymere biodegradable de maniere a privilegier la cinetique de sa 
2 0 reaction de couplage avec la fonction hydroxyle du polysaccharide au 
detriment de celle d'une reaction intramoleculaire au niveau de la 
molecule du polysaccharide. 

La reproductible et rhomogeneite du materiau correspondant 

sont ainsi assurees. 

25 Le materiau selon I' invention a egalement pour avantage de 

posseder une biodegradabilite satisfaisante en raison de la nature des 

polymeres qui le constituent. 

Au sens de Tinvention, on entend designer sous 1'appellation 

« biodegradable » tout polymere qui se dissous ou se degrade en une 
30 periode acceptable pour I'application a laquelle il est destine, 

habituellement en therapie in vivo. Generalement, cette periode doit etre 
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inferieure a 5 ans et plus preferentiellement a une annee lorsque i'on 
expose une solution physiologique correspondante avec un pH de 6 a 8 et 
a une temperature comprise entre 25°C et 37°C. 

Les chaTnes de polymeres biodegradables selon I' invention sont 
5 ou derivent de polymeres biodegradables synthetiques ou naturels. 

Classiquement, les polymeres biodegradables synthetiques les 
plus employes sont les polyesters : PLA, PGA, PCL, et leurs copolymeres, 
comme par exemple PLGA. En effet, leur biodegradabilite et 
biocompatibilite ont ete largement etablies. D'autres polymeres 

10 synthetiques font egalement 1'objet d 5 investigations. II s'agit des 
polyan hydrides, poly(alkylcyanoacrylates), polyorthoesters, 

polyphosphazenes, polyaminoacides, polyamidoamines, 

polymethylidenemalonate, polysiloxane, polyesters comme le 
polyhydroxybutyrate ou le poly(acide malique), ainsi que leurs 

15 copolymeres et derives. Des polymeres biodegradables naturels 
(proteines comme Talbumine ou la gelatine, ou des polysaccharides 
comme ('alginate, le dextrane ou le chitosane) peuvent egalement 
convenir. 

En I'espece, les polymeres synthetiques sont tout particulierement 
2 0 interessants car leur bioerosion est observee rapidement. Toutefois, ces 
polymeres ne sont pas toujours adaptes a etre couples avec un ou 
plusieurs polysaccharides car ils ne possedent quasiment pas de 
groupements reactifs, surtout dans le cas des polyesters biodegradables 
(PLA, PCL, ...), et/ou parce que ces groupements reactifs n'existent qu'en 

2 5 extremite de chaTne. En consequence, le couplage de ces polymeres 

avec un polysaccharide implique une fonctionnalisation prealabie de leurs 
chaTnes avec des groupements reactifs tout en controlant la nature des 
groupements naturellement presents en extremite de chaTne. Ce sont 
notamment les composes ainsi obtenus que Ton entend designer dans le 

3 0 cadre de la presente invention par le terme de derives de polymeres 

biodegradables. 
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C est ainsi que le polymere biodegradable repond de preference a 
la formule generate I : 

^ —^polymere biodegradable — (R 2 ) m 

5 

dans laquelle : 

- n et m represented independamment Tun de r autre, soit 0, 
soit 1 , 

- R 1 represente un groupement alkyle en C-C*. un polymere 
10 different du polymere biodegradable [par exemple polyethylene glycol) 

(PEG), ou un copolymere contenant des blocs de PEG ou des unites 
d'oxyde Methylene, comme par exemple un polymere Pluronic®], une 
fonction reactive protegee presente sur le polymere (ex. BOC-NH-), une 
fonction carboxylique activee ou non, ou une fonction hydroxyle, et 
15 - R 2 represente une fonction hydroxyle ou une fonction 

carboxylique activee ou non. 

Sont notamment preferes comme polymeres biodegradables 
selon Invention, les polyesters : poly(acide lactique) (PLA), poly(acide 
glycolique) (PGA), poly(s-caprolactone) (PCL), et leurs copolymeres, 
20 comme par exemple le poly(acide lactique-co-acide glycolique) (PLGA), 
les polymeres synthetiques tels les polyanhydndes, 
poly(alkylcyanoacrylates), polyorthoesters, polyphosphazenes, 
polyamides (ex. polycaprolactame), polyaminoacides, polyamidoammes, 
polymethylidene malonate, poly(alkylene d-tartrate), polycarbonates, 
25 polysiloxane, polyesters comme le polyhydroxybutyrate ou 
polyhydroxyvalerate, ou le poly(acide malique), ainsi que les copolymeres 
de ces materiaux et leurs derives. 

II s'agit plus preferentiellement d'un polyester de poids 
moleculaire inferieur a 50 000 g/mole et notamment d'un 
3 o polycaprolactone. 
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Outre un aspect avantageux en terme de biodegradabilite, le 
materiau selon I' invention est particuiierement interessant en terme de 
proprietes de bioadhesion et de ciblage pour les particules qui en derivent 
au niveau d'organes et/ou de cellules. C'est en particulier a travers le 

5 choix du polysaccharide associe, et notamment sa composition et son 
organisation structured au niveau des particules, que ce second aspect 
est plus precisement atteint. 

Le ou les polysaccharides mis en ceuvre selon I' invention sont des 
polysaccharides de structure lineaire, ramifiee ou reticulee, modifiee ou 

io non. 

Sous cette definition, on entend exclure du domaine de 
I'invention, les polysaccharides possedant une structure cyclique a 
I' image des cyclodextrines. 

On entend par polysaccharide modifie tout polysaccharide ayant 
subi un changement au niveau de son squelette, comme par exemple 
I' introduction de fonctions reactives, le greffage d'entites chimiques 
(molecules, chaTnons aliphatiques, chaTnes de PEG, etc.). Bien sur, 
cette modification doit concerner peu des groupements hydroxyle ou 
amine presents sur le squelette, de maniere a laisser la grande majorite 
d'entre eux libres pour permettre ensuite le couplage des polymeres 
biodegradables. Ainsi, il existe dans le commerce des polysaccharides 
modifies par greffage de la biotine, de composes fluorescents, etc... 
D'autres polysaccharides greffes avec des chaTnes hydropses (ex. PEG) 
ont ete decrites dans la litterature. 

Sous le terme reticule, il est fait reference a des polymeres 
formant un reseau tridimensionnel par opposition a des polymeres 
lineaires simplifies. Dans le reseau tridimensionnel, les chaTnes sont 
connectees entre elles par des liaisons covalentes ou ioniques et les 
materiaux deviennent ainsi insolubles. 

Les polysaccharides convenant tout particuiierement a I'invention 
sont ou derivent de la D-glucose (cellulose, amidon, dextrane), 
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□-galactose, D-mannose, D-fructose (galactosane, manane, fructosane). 
La majorite de ces polysaccharides contiennent les elements carbone, 
oxygene et hydrogene. Les polysaccharides conformes a I'invention 
peuvent contenir aussi du soufre et/ou de I'azote. Ainsi, Tac.de 
5 hyaluronique (compose d'unites N-acetyle glucosamine et ac.de 
glucuronique), le chitosane, la chitine, I'heparine ou Tovomuco.de 
contiennent de I'azote, tandis que la gelose, polysaccharide extrart 
d'algues marines, contient du soufre sous la forme de sulfate acide (>CH- 
0-S0 3 H). L'acide chondroitin-sulfurique contient simultanement du soufre 

10 etde I'azote. 

L'ensemble de ces polysaccharides peut etre fonctionnalise avec 
des polymeres biodegradables selon I'invention, dans la mesure ou ils 
possedent naturellement des fonctions amine et/ou alcool libres. 

Selon une variante preferee de I'invention, le polysacchar.de 
15 possede un poids moleculaire superieur ou egal a 6000 g/mole. 

Dans le cas particulier du dextrane et de I'amilose (C 6 H 10 O 5 ) n , n 
varie entre 10 et620 et de preference entre 33 et220. Dans le cas de 
l-acide hyaluronique, la masse molaire varie entre 5 10 3 et 5 10 5 g/mole, 
de preference entre 5 10* et 2 10 6 g/mole. Dans le cas du chitosane, la 
20 masse molaire varie entre 6 10 3 et 6 10 5 g/mole, de preference entre 6 

10 3 et 15 10 4 g/mole g/mole. 

A titre illustratif des polysaccharides convenant plus 
particuiierement a I'invention, on peut citer les polydextroses comme le 
dextrane, le chitosane, le pullulane, I'amidon, I'amilose, Tac.de 
25 hyaluronique, I'heparine, I'amilopectine, la cellulose, la pectine, ('alginate, 
le curdlan, le fucane, le succinoglycane, la chitine, le xylene, la xanthane, 
I'arabinane, la carragheenane, I'acide polyguluronique, Tac.de 
polymannuronique, et leurs derives (comme par exemple le sulfate de 
dextrane, les esters de I'amilose, Tacetate de cellulose, etc). 
30 Sont plus particuiierement preferes le dextrane, I'amilose, le 

chitosane et T acide hyaluronique, et leurs derives. 
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Le materiau selon I' invention, sous forme de copolymere, peut 
inclure le polymere biodegradable et le polysaccharide dans un rapport 
massique variant de 1 :20 a 20 :1 et de preference de 2 :9 a 2 :1. 

A titre illustratif des materiaux revendiques, on peut plus 
5 particulierement citer ceux composes d'un copolymere dextrane- 
polycaprolactone, amilose-polycaprolactone, acide hyaluronique- 
polycaprolactone ou chitosane-polycaprolactone. 

Les copolymeres constituant le materiau revendique peuvent se 
presenter sous la forme de copolymeres di-blocs, posseder une structure 
io peigne ou encore une structure reticulee. 

La nature preferee du squelette est un polysaccharide, et la 
nature preferee des greffons est un polymere biodegradable. 

Des copolymeres di-blocs ou peigne peuvent etre obtenus en 
jouant sur le rapport molaire polysaccharide : polymere biodegradable 
15 lors de la synthese. Les copolymeres a structure reticulee peuvent etre 
obtenus a partir de polymeres biodegradables comportant au moins deux 
fonctions reactives. 

Le second aspect de la presente invention concerne un precede 
2 0 de preparation du materiau revendique. 

Plus precisement, ce procede comprend la mise en presence d'au 
moins une molecule d'un polymere biodegradable ou un de ses derives 
portant au moins une fonction reactive F1 avec au moins une molecule 
d'un polysaccharide a squelette lineaire, ramifie ou reticule et portant au 

2 5 moins une fonction reactive F2 capable de reagir avec la fonction F1, 

dans des conditions propices a la reaction entre les fonctions F1 et F2 
pour etablir une liaison covalente entre lesdites molecules et en ce que 

I' on recupere ledit materiau. 

Dans le cas ou le polymere biodegradable est le 

3 0 polycaprolactone, le procede de preparation revendique ne requiert pas 
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I'utilisation d'un catalyseur comme les precedes conventionnels. Cette 
specificite du precede revendique est done particulierement avantageuse 
en terme d'innocuite et biodegradable au niveau du materiau resultant. 

Avantageusement, il s'agit d'une reaction quantitative, e'est-a-dire 
5 au moins une fonction F1 presente sur les molecules de polysaccharides 
reagit avec une fonction F2 presente sur une molecule de polymere 
biodegradable. 

A ces fins, la reaction est realisee dans des conditions telles 
qu'est prevenue la manifestation d'une quelconque reaction parasitaire, 
io notamment ^implication de rune des fonctions F1 ou F2 dans une autre 
reaction que la reaction de couplage attendue. On entend ainsi eviter les 
reactions intramoleculaires evoquees precedemment. 

Selon une variante preferee de I'invention, la fonction reactive 
presente sur le polymere biodegradable est une fonction acide ou une 
15 fonction acide activee et la fonction reactive sur le polysaccharide est une 
fonction hydroxyle ou amine. De preference, le polysaccharide et le 
polymere biodegradable ou derive sont mis en presence dans un rapport 
massique variant de 1 :20 a 20 :1 . 

Dans le cas particulier ou la fonction reactive presente sur le 
20 polymere biodegradable est une fonction acide, la reaction de couplage 
peut etre realisee par activation par exemple avec la 
dicyclohexylcarbodiimide (DCC) ou le carbonyldiimidazole (DCI). Cette 
reaction d'esterification releve des competences de I'homme de Tart. 

Plus preferentiellement, les polysaccharides et polymeres 
25 biodegradables repondent aux definitions proposees precedemment. En 
particulier, ils peuvent deriver de molecules de polysaccharides ou 
polymeres biodegradables, naturelles et qui ont ete modifiees de maniere 
a etre fonctionnalisees conformement a la presente invention. 



30 



Un troisieme aspect de I'invention conceme des vecteurs 
constitues d'un materiau conforme a i'invention. 
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Ces vecteurs sont de preference des particules possedant une 
taille comprise entre 50 nm et 500 jim et de preference entre 80 nm et 
100 u.m. 

En fait, selon le protocole de preparation retenu pour preparer les 
5 particules a partir du materiau revendique, on peut fixer la taille de celles- 
ci. 

Selon un mode prefere de I'invention, les particules ont une taille 
comprise entre 1 et 1000 nm et sont alors denommees nanoparticules. 
Les particules de taille variant de 1 a plusieurs milliers de microns font 
10 reference a des microparticules. 

Les nanoparticules ou microparticules revendiquees peuvent etre 
preparees selon des methodes deja decrites dans la litterature, comme 
par exemple la technique d' emulsion/evaporation du soivant [R. Gurny et 
al. « Development of biodegradable and injectable latices for controlled 
15 release of potent drugs » Drug Dev. Ind. Pharm., vol 7, p. 1-25 1981 )1 ; la 
technique de nanoprecipitation a I'aide d'un soivant miscible a I'eau (FR 2 
608 988 et EP 274 691). II existe egalement des variantes de ces 
precedes. Par exemple, la technique dite de « double-emulsion », 
interessante pour I 1 encapsulation de principes actifs hydrophiles, consiste 
20 a dissoudre ceux-ci dans une phase aqueuse, a former une emulsion de 
type eau/huile avec une phase organique contenant le polymere, puis a 
former une emulsion de type eau/huiie/eau a I'aide d'une nouvelle phase 
aqueuse contenant un agent tensioactif. Apres evaporation du soivant 
organique, on recupere des nano-ou des micro-spheres. 
25 Dans le cadre de la presente invention, il a egalement ete mis au 

point par les inventeurs une nouvelle methode particulierement 
avantageuse qui comprend : 

- !' introduction d'un materiau conforme a I'invention, en melange 
le cas echeant avec un autre compose et/ou une matiere 
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active, dans un liquide, de preference I'eau, a une 
concentration inferieure ou egale a 50 mg/ml, 

- le chauffage de I'ensemble sous agitation jusqu'a une 
temperature propice a la fonte ou au ramollissement dudit 

5 materiau de maniere a obtenir sa mise en dispersion sous 

forme de gouttelettes, 

- le refroidissement de I'ensemble de maniere a figer la 
structure ainsi obtenue, et 

- la recuperation des particules. 

10 || est a noter que ce procede est plus particulierement avantageux 

iorsque les potymeres et copolymeres constituant le materiau revendique 
comprennent a titre de polymere biodegradable un derive de 
polycaprolactone, et plus preferentiellement un derive de 
polycaprolactone de poids moleculaire inferieur a 5000 g/mole. 
15 Le materiau selon la presente invention a I'avantage majeur de 

posseder des proprietes tensioactives, de par sa nature amphiphile. Ces 
proprietes peuvent done etre exploitees avantageusement lors de la 
preparation de particules, par exemple, de maniere a eviter I' utilisation 
d' agents tensioactifs, systematiquement utilises dans les precedes 

20 susmentionnes. En effet, ces derniers ne sont pas toujours 
biocompatibles et sont difficiles a eliminer en fin de procede. 

Un autre avantage du materiau selon la presente invention est 
d'offrir la possibility de moduler les proprietes qui interviennent dans le 
procede de fabrication de particules a travers le choix : 

25 - du rapport massique polymere biodegradable polysaccharide 

et/ou 

- des masses molaires des polymeres biodegradables et des 
polysaccharides consideres. 

II est ainsi possible d' obtenir des copolymeres hydrosolubles ou 
30 insolubles dans I'eau, ayant des balances hydrophile-lipophile pouvant 
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varier entre 2 et 18 (permettant done de stabiliser des emulsions eau/huile 
ou huile/eau). 

Par ailleurs, il est possible de tirer avantage, lors de la fabrication 
de particuies, des proprietes particulieres de certains polysaccharides 
composant ledit materiau. Par exemple, il est connu que les alginates, les 
pectines ayant un degre d'esterification faible, et la gomme xanthane 
peuvent former des gels en presence d'ions Ca 2+ . On peut done envisager 
de former des gels ou des particuies a I' aide des materiaux 
polysaccharide-polymere biodegradable dans des conditions analogues. 
Ces particuies possederont I' avantage, par rapport a celles elaborees 
uniquement a partir de polysaccharides, de comporter des chaTnes 
hydrophobes dans leur matrice, permettant un controle de la degradation 
et une meilleure encapsulation en principes actifs de nature hydrophobe 
ou comportant des domaines hydrophobes comme certaines proteines. 

De meme, on peut envisager la formation de particuies a partir de 
deux types de materiaux selon la presente invention, comme par exemple 
a partir de copolymeres alginate-polymere biodegradable et chitosane- 
polymere biodegradable. 

A titre representatif des particuies selon I'invention, on peut plus 
particuiierement titer celles constituees d'un materiau derivant d'au moins 
une molecule de polyester liee par une liaison de type ester ou amide a 
au moins une molecule de polysaccharide choisie parmi le dextrane, le 
chitosane, I'acide hyaluronique et I'amilose. De preference, il s'agit de 
particuies composees d'un materiau derivant d'un bloc de 
polycaprolactone ou de poly(acide lactique) lie par une liaison de type 
ester ou amide a au moins une molecule de polysaccharide choisie parmi 
le dextrane, le chitosane, I'acide hyaluronique et I'amilose. 

En ce qui concerne les structures de particuies pouvant etre 
obtenues a partir du materiau selon I'invention et les precedes 
susmentionnes, elles peuvent etre variables. On distingue ainsi : 
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une structure de type cceur hydrophobe en polymere 
biodegradable (pouvant encapsuler des principes actifs )- 
couronne hydrophile en polysaccharide, obtenues soit a I'aide 
de I'un des precedes sus-mentionnes, soit par adsorption du 
materiau selon I'invention sur des particules preformees ; 

- une structure des particules selon laquelle la matrice en 
polymere biodegradable contient des inclusions aqueuses qui 
peuvent etre obtenues par un precede de « double emulsion » 
et adaptees a I' encapsulation des principes actifs hydrophiles. 
Selon le mode operatoire choisi et la balance hydrophile- 
lipophiie du materiau, le polysaccharide peut se disposer soit 
exclusivement au niveau des inclusions aqueuses, soit au 
niveau de ces inclusions et de la surface des particules. II peut 
egalement proteger les principes actifs encapsules (proteines, 
peptides, ...) vis-a-vis des interactions, souvent denaturantes, 
avec le polymere biodegradable hydrophobe et le solvant 
organique ; 

- une structure de type coeur hydrophile (polysaccharide) - 
couronne hydrophobe (polymere biodegradable), lorsque les 
particules sont elaborees a partir d'une emulsion huile dans 
huile (par exemple, huile silicone-acetone) ou eau dans huile 
dans huile ; 

- une structure micellaire, obtenue grace a I' autoassociation 
d'un materiau conforme a I'invention en phase aqueuse, et 

- une structure dite gel formee par reticulation des 
polysaccharides avec des polymeres biodegradables 
comportant au moins deux fonctions reactives. 

Dans le cas de la presente invention, les particules se degradent 
de preference en une periode s'etendant entre une heure et plusieurs 
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Les particules selon T invention peuvent contenir une substance 
active qui peut etre de nature hydrophile, hydrophobe ou amphiphile et 
biologiquement active. 

Comme matieres actives biologiques, on peut plus 
5 particulierement citer les peptides, les proteines, les carbohydrates, les 
acides nucleiques, les lipides, les polysaccharides ou leurs melanges. II 
peut egalement s'agir de molecules organiques ou inorganiques 
synthetiques qui, administrees in vivo a un animal ou a un patient, sont 
susceptibles d'induire un effet biologique et/ou manifester une activite 

10 therapeutique. II peut ainsi s'agir d'antigenes, d'enzymes, d'hormones, de 
recepteurs, de peptides, de vitamines, de mineraux et/ou de stero'ides. 

A titre representatif des medicaments susceptibles d'etre 
incorpores dans ces particules, on peut citer les composes anti- 
inflammatoires, les anesthesiants, les agents chimiotherapeutiques, les 

15 imrnunotoxines, les agents immunosuppresseurs, les stero'fdes, les 
antibiotiques, les antiviraux, les antifongiques, les antiparasitaires, les 
substances vaccinantes, ies immunomodulateurs et les analgesiques. 

De meme, on peut envisager d'associer a ces matieres actives 
des composes destines a intervenir au niveau de leur profil de liberation. 

20 Par exemple, on peut ajouter dans la composition des particules, des 
chaines de PEG, ou de polyester (modifies ou non), et obtenir ainsi des 
particules dites composites. Comme deja evoque precedemment, on peut 
egalement meianger plusieurs types de materiaux selon la presente 
invention, pour obtenir des particules mixtes, dans le but d'intervenir au 

25 niveau du profil de liberation des matieres encapsulees et d'obtenir des 
proprietes de surface des particules adaptees aux applications 
envisagees. 

Enfin, on peut egalement incorporer dans les particules, des 
composes a finalite de diagnostic. II peut ainsi s'agir de substances 
3 0 detectables par rayons X, fluorescence, ultrasons, resonance magnetique 
nucleaire ou radioactivite. Les particules peuvent ainsi inclure des 
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particules magnetiques, des materiaux radio-opaques (comme par 
exemple Pair ou le barium) ou des composes fluorescents. Par exemple, 
les composes fluorescents comme la rhodamine ou le rouge de Nile 
peuvent etre engiobes dans des particules a cceur hydrophobe. 
Alternativement, des emetteurs gamma (par exemple Indium ou 
Technetium) peuvent y etre incorpores. Des composes fluorescents 
hydrophiies peuvent egalement etre encapsules dans les particules, mais 
avec un rendement moindre comparativement aux composes 
hydrophobes, du fait de la moindre affinite avec la matrice. 

Des particules magnetiques commercialisees ayant des proprietes 
de surface controlees peuvent etre egalement incorporees dans la matrice 
des particules ou attachees de maniere covalente a Tun de leurs 
constituants. 

La matiere active peut etre incorporee dans ces particules lors de 
leur processus de formation ou au contraire etre chargee au niveau des 
particules une fois que celles-ci sont obtenues. 

Les particules conformes a P invention peuvent comprendre 
jusqu'a 95% en poids d'une matiere active. 

La matiere active peut ainsi etre presente en une quantite variant 
de 0,001 a 990 mg/g de particule et preferentiellement de 0,1 a 500 mg/g. 
II est a noter que dans le cas de T encapsulation de certains composes 
macromoleculaires (ADN, oligonucleotides, proteines, peptides, etc) des 
charges encore plus faibles peuvent etre suffisantes. 

Les particules selon P invention peuvent etre administrees de 
differentes fagons, par exemple par voies orale, parenterale, oculaire, 
pulmonaire, nasale, vaginale, cutanee, buccale, etc... La voie orale, non 
invasive, est une voie de choix. 

De maniere generale, les particules administrees par voie orale 
peuvent subir differents processus : translocation (capture puis passage 
de Pepitheiium digestif par les particules intactes), bioadhesion 
(immobilisation des particules a la surface de la muqueuse par un 
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mecanisme d'adhesion) et transit Pour ces deux premiers phenomenes, 
les proprietes de surface jouent un role majeur. 

Le fait que les particules selon P invention possedent en surface 
de nombreuses fonctions hydroxyles, s'avere particulierement avantageux 
5 pour y lier une molecule biologiquement active, une molecule a vocation 
de ciblage ou pouvant etre detectee. On peut ainsi envisager de 
fonctionnaliser la surface de ces particules de maniere a en modifier les 
proprietes de surface et/ou les cibler plus specifiquement vers certains 
tissus ou organes. Eventuellement, les particules ainsi fonctionnalisees 

10 peuvent etre maintenues au niveau de la cible par Putilisation d'un champ 
magnetique, pendant Pimagerie medicale ou pendant qu'un compose actif 
est libere. De meme, des ligands de type molecules de ciblage comme 
des recepteurs, lectines, anticorps ou fragments de ceux-ci peuvent etre 
fixes a la surface des particules. Ce type de fonctionnalisation releve des 

15 competences de Phomme de Tart. 

Le couplage de ces ligands ou molecules a la surface des 
particules peut etre execute de differentes manieres. II peut etre realise de 
maniere covalente en attachant le ligand au polysaccharide recouvrant les 
particules ou de fagon non covalente c'est a dire par affinite. Ainsi, 

20 certaines lectines ont pu etre attachees par affinite specifique aux 
polysaccharides situes a la surface de particules selon la presente 
invention, en exaltant ainsi les proprietes de reconnaissance cellulaire de 
ces particules. II peut egalement etre avantageux de greffer le ligand par 
P intermediate d'un bras espaceur, pour lui permettre d'atteindre sa cible 

2 5 dans une conformation optimale. Alternativement, le ligand peut etre porte 

par un autre polymere entrant dans la composition des particules. 

U invention concerne egalement P utilisation des vecteurs et de 
preference des particules obtenues selon P invention pour encapsuler une 

3 0 ou plusieurs matieres actives telles que definies precedemment 
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.. Un autre aspect de I'invention concerne egaiement les 
compositions pharmaceutiques ou de diagnostic comprenant des vecteurs 
et de preference des particuies selon I'invention, le cas echeant associees 
a au moins un vehicule pharmaceutiquement acceptable et compatible. 
5 Par exemple, les particuies peuvent etre administrees dans des capsules 
gastro-resistantes, ou incorporees dans des gels, implants ou tablettes. 
Elles peuvent aussi etre preparees directement dans une huile (comme le 
Migliol®) et cette suspension administree dans une capsule ou injectee au 
niveau d'un site precis (par exemple tumeur). 
io Ces particuies sont en particulier utiles a titre de vecteurs furtifs, 

c'est-a-dire capables d'echapper au systeme de defense immunitaire de 
I'organisme et/ou comme vecteurs bioadhesifs. 

Les exemples et figures figurant ci-apres sont presentes a titre 
15 iliustratif et non limitatif de la presente invention. 

Figures : 

Figure 1 : Representation a I'aide d'un microscope optique de 

2 0 particuies R-PCL-COOH fabriquees seton I' exemple 13 (polymere 

synthetise selon I' exemple 1 ). 

Figure 2: Distribution de diametres hydrodynamiques de 
particuies R-PCL-COOH. 

25 EXEMPLE 1 

R-PCL-COOH 

Des polymeres PCL monofonctionnalises de faible masse molaire 
(2 a 4000 g/mole) du type R-PCL-COaH (R= C 9 H 19 ) sont obtenus a partir 
de 5,2 g de monomere (e-caprolactone fratchement distille) et 0,3 g 

3 0 d'acide caprique (C 9 H 19 C0 2 H) de haute purete. L'acide et le 

s-caprolactone ont ete introduits dans un ballon surmonte d'un refrigerant 
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ascendant Apres une purge des reactifs, le ballon a ete introduit dans un 
bain d'huile thermostate a 225°C. La reaction s'est poursuivie pendant 
3h30 sous atmosphere inerte (argon). Elle a ete stoppee par immersion 
du ballon dans un bain de glace. Le soiide obtenu a ete dissout a chaud 
5 dans 15 ml THF, puis a ete precipite a temperature ambiante avec du 
methanol froid. 

Apres trois reprecipitations, le rendement en poids de la reaction 
est 60-70%. Les masses molaires moyennes en nombre (Mn) et en poids 
(Mw) ont ete determinees par chromatographic d' exclusion sterique (CES) 

10 (eluantTHF 1ml/min, calibration universale realisee avec des standards 
de polystyrene). Mn est egale a 3420 g/mole et Mw a 4890 g/mole ; 
Pindice de polydispersite est done egal a 1,4. 

Une masse molaire moyenne en nombre egale a 3200 g/mole a 
ete determinee par titration avec une solution KOH/EtOH 10~ 2 M des 

is echantillons de polymeres d' environ 100 mg dissous dans un melange 
acetone-eau. 

D'autres polymeres avec des R differents ont ete obtenus par la 
meme methode, par exemple a partir de Pacide caproTque (R=C 6 H 13 ). 

20 EXEMPLE 2. 

HOOC-PCL-COOH 

Le polymere bifonctionnalise HOOC-PCL-COOH a ete synthetise 
d' apres le mode operatoire de P exemple 1. 

L'acide succinique (99,9%, Aldrich) utilise comme amorceur a ete 
2 5 seche sous vide a 110°C pendant 24h. Le monomere (s-caprolactone) a 
ete purifie par distillation sur hydrure de calcium. 

La polymerisation a partir de 0,2 g d'acide succinique et de 4 g de 
s-caprolactone a permis d'obtenir apres 3h de reaction 3,2 g de polymere 
(rendement en poids 76% apres quatre precipitations successives). 
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Le dosage des groupements COOH terminaux par KOH/EtOH 
10- 2 M a permis de determiner une acidite correspondant a une masse 

molaire de 3500 g/mole. 

Par CES, Mn est egale a 4060 g/mole et Mw a 4810 g/mole, 

5 I'indice de polydispersite est de 1 ,2. 

D'autres polymeres de masse variable sont obtenus en changeant 

le rapport molaire acide : monomere. 

FXEMPLE 3. 
10 r-PI A-CQOH /R=C„H< Q ) 

Le monomere (D,L-lactide) a ete purifie par deux recristallisations 
dans I' acetate d'ethyle suivies de sublimation. Le catalyseur (octanoate 
d'etain) a ete purifie par distillation sous vide tres pousse. L'acide 
caprique utilise comme amorceur a ete purifie par recristallisation dans 
15 racetate d'ethyle, puis anhydrise par distillation azeotropique avec du 
benzene. 

L'acide caprique (0,12 g) et le D,L-lactide (3,5 g) ont ete introduits 
dans un bicol muni d'un refrigerant ascendant connecte a une rampe a 
vide/argon. Le ballon de reaction a ete inerte, puis 7 ml de toluene 
20 anhydre ont ete rajoutes a travers le septum. Apres dissolution, 0,284 g 
de catalyseur ont ete introduits et la reaction a ete immediatement 
demarree par immersion du ballon dans un bain d'huile a 120°C. Apres 4 
heures, la reaction a ete stoppee, le toluene a ete evapore, et le polymere 
appele R-PLA-COOH a ete dissout dans du dichloromethane et precipite. 
25 avec de I'ethanol. Apres quatre precipitations successives, il a ete obtenu 
une acidite constante dans le polymere, qui a ete ensuite seche. 

La masse molaire Mw determinee par CES est 22 Kg/mole. Le 
dosage des groupements terminaux par KOH/EtOH 10" 2 M a permis de 
determiner une acidite correspondant a une masse molaire de 21 
3 0 Kg/mole. 
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En variant le rapport moiaire monomere/amorceur et le temps de 
reaction, il a ete possible cTobtenir des polymeres ayant des masses 
molaires comprises entre 10 et 50 Kg/mole. 

5 EXEMPLE 4. 

R-PCL-OH et R-PLA-OH (R= alkvle) 

Des polymeres PCL ou PLA monofonctionnalises en bout de 
chame par un groupement alcool (R-PCL-OH ou R-PLA-OH) ont ete 
synthetises selon le protocole de Texemple 3, mais en substituant a 
10 Pamorceur acide, un amorceur alcool, par exemple C 7 H 15 OH. 

5g de caprolactone et 0,29 g d' alcool heptilique ont ete chauffes 
dans du toluene au reflux pendant 2h sous atmosphere inerte et en 
presence d'octanoate d'etain en quantite equimolaire avec I'amorceur. 
Apres deux precipitations, le rendement massique de la reaction est 54%. 
15 La masse moiaire Mw est de 2100 g/mole. 

Le test avec KOH/EtOH n'a pas permis de detecter des traces 
d'acidite libre. 

EXEMPLE 5. 
2 0 R-PEG-PLA-COOH (R=OMe) 

L' amorceur acide, le poly(ethylene glycol) comportant a un bout 
de chaTne un groupement methoxy et a I'autre un groupement acide 
carboxylique (MeO-PEG-COOH) (Shearwater Polymers, 5000g/mole) a 
ete seche prealablement a la reaction. Le lactide a ete purifie par deux 

2 5 recristallisations (acetate d'ethyle) et par sublimation. Le rapport massique 

des reactifs MeO-PEG-COOH :lactide a ete 1 :9 et le rapport moiaire 
MeO-PEG-COOH :catalyseur a ete 1:1. La polymerisation s'est 
poursuivie pendant 2h sous atmosphere inerte au reflux du toluene 
(solvant). Apres evaporation du toluene, le copolymere est purifie par 

3 0 deux precipitations successives. La masse Mw determinee par CES est 

de 42Kg/moIe. 
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EXEMPLE 6. 

R-PCL-ester de NHSI (R=alkvle) 

La fonction acide des polymeres R-PCL-COOH (exemplel) est 
transformee dans Tester active en la faisant reagir avec la N-hydroxy 
5 succinimide (NHSI), en presence de dicyclohexyl carbodiimide (DCC), 
dans un melange DMF :CH 2 CI 2 1 :2 (v :v). La DCC a ete rajoute en leger 
exces molaire (1,1) par rapport aux chaTnes de R-PCL-COOH et la NHSI 
en exces par rapport aux fonctions -COOH. Les reactifs ont ete solubilises 
dans un volume minimal de solvant, avec un leger chauffage. La reaction 

10 a lieu a 50°C pendant 24h sous atmosphere inerte. Apres filtration de 
Turee formee (DCU), les solvants sont evapores et le DMF est entraTne 
avec de I' ether. Le polymere est lave a I'eau et seche. D* apres la masse 
de DCU pesee a chaque synthese de ce type, le rendement de la reaction 
est quantitatif. L' ester ainsi obtenu est soluble dans THF, acetone, 

15 solvants chlores, etc... 

EXEMPLE 7 
PCL-DEX 

Le polymere R-PCL-ester NHSI (R=C 9 H 19 ) possedant la fonction 
20 ester activee (exemple 6) est dissout dans du DMSO, puis une quantite 
egale de dextran (Pharmacia, masse molaire 40 000 g/mole) est 
introduite. La reaction de couplage a lieu pendant 144 heures a 70°C 
sous argon. La reaction de transesterification a lieu avec liberation de 
NHSI. Apres evaporation des solvants, le produit final est lave a I'eau 

2 5 pour enlever le NHSI et des copolymeres hydrosolubles, puis avec du 

dichloromethane pour extraire des traces de polyester non reagi. 

On obtient avec un rendement de 40% un copolymere Dex-PCL, 
de type peigne, comportant un squelette de dextrane (Dex) (masse 
molaire 40000 g/mole) et des chaTnons lateraux de PCL lies par des ponts 

3 0 ester. Le copolymere est purifie en fin de reaction. Sa composition globale 
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est determinee par microanalyse elementaire et par RMN. Le copolymere 
contient 33% en poids de PCL 

Le meme protocole a ete utilise pour un dextrane de masse 
molaire plus faible, 6000g/mole (Fluka). 

5 

EXEMPLE 8 
Dex-PCL 

3g de R-PCL-COOH (exemple 1) sont anhydrises par distillation 
azeotropique, puis seches sous vide a 40-50°C, pendant une nuit, 

10 directement dans le ballon de reaction de 50 mi surmonte d'un refrigerant 
ascendant et connecte a une rarnpe vide/argon. On rajoute ensuite dans 
le ballon 5 ml de THF sec. Apres dissolution de Pacide, on rajoute dans le 
ballon 0,243 g de carbonyle diimidazole (CDI) qui se dissout rapidement. 
Le melange inerte est porte au reflux du THF. On observe un degagernent 

15 de C0 2 . Apres 3 heures, le THF est evapore. 

1,29 g de dextrane (Fluka, masse molaire 6000 g/mole) 
prealablement anhydrise sont dissous a chaud dans 7 ml de DMSO 
anhydre, puis rajoutes dans le ballon de reaction contenant Tintermediaire 
imidazolide de I'acide R-PCL-COOH. On chauffe le melange de reaction a 

20 130°C pendant 3 heures. La solution devient brunatre. On evapore le 
DMSO puis on dissout le produit de reaction dans du chloroforme et on 
Tintroduit dans une ampoule a decanter. On I'extrait avec de I'eau 
distillee. La phase aqueuse se presente comme une emulsion abondante 
stable. Apres evaporation du solvant, on ne retrouve pratiquement pas de 

25 residu dans la phase organique. On evapore la phase aqueuse et on 
obtient ainsi un precipite qu'on separe. On lave le polymere ainsi obtenu 
avec de Tether puis on le seche. La masse molaire determinee par CES 
(tableau 1) est de 1 1000 g/mole. Cette methode avec rendement eleve (> 
80 %), rapide et selective, est preferee par la suite. 

3 0 En variant le rapport massique dextrane : R-PCL-COOH dans la 

synthese du Dex-PCL, il est possible d'obtenir par cette methode une 
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serie de copolymeres Dex-PCL contenant des taux massiques de Dex 
variables. Ces copolymers ont ete caracterises par chromatographie de 
permeation sur gel (detecteurs refractometre et viscosimetre, a 70°C), a 
I'aide d'une colonne ViscoGel (GMHHR-H, Viscotek, GB), etalonnee avec 
des standards de Pullulane. Les copolymeres Dex-PCL ont ete dissous 
dans du dimethyle acetamide (DMAC) a des concentrations de 5 mg/ml. 
Les volumes injectes ont ete 100 uL L'eluant a ete DMAC contenant 0,4% 
LiBr, a un debit de 0,5 ml/min. Les masses molaires ont ete determines 
par la methode de la calibration universale. Quelques exemples figurent 
dans le tableau 1. 



Copolymere 


Dextrane ! 


Dex-PCL 

7 chafnons PCL par 

chaine de Dextrane 


Dex-PCL 

5 chamonsPCLpar 

chaine de Dextrane 


Dex-PCL 

3 chainonsPCLpar 

chaine de Dextrane 


Mw 


4985 


19060 


16000 


10870 


Mn 


4670 


13510 


11650 


9878 


Pd 


1,06 


1,41 


1,37 


1,10 


IVn (dVg) 


0,087 


0,098 


0,12 


0,12 


Rgw (nm) 


2,47 


3,92 


4,07 


3,57 


Dn/dc 
(ml/g) 


0,147 


0,052 


0,084 


0,088 

: 



15 



Le Dex-PCL7 derive de la mise en presence de dextrane a raison 
de 5% et de PCL a raison de 95%. 

Le Dex-PCL5 derive de la mise en presence de dextrane a raison 

de 20% et de PCL a raison de 80%. 

Le Dex-PCL3 derive de la mise en presence de dextrane a raison 

de 33% et de PCL a raison de 67%. 



20 Tableau 1. Caracteristiques du dextrane de depart et de trois 

copolymeres Dex-PCL comportant respectivement 7, 5 ou 3 chaTnons de 
PCL greffes au niveau du squelette de dextrane, synthases en utilisant 
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dans le melange reactionnel 5, 20 ou 33 % en poids de dextrane (par 
rapport au poids total de RPCL-COOH et de dextrane) : 

Mw : masse molaire moyenne en poids 

Mn : masse molaire moyenne en nombre 
5 Pd : polydispersite (=Mw/Mn) 

Ivw : viscosite intrinseque moyenne en poids 

Rgw : rayon de giration moyen en poids 

dn/dc: variation de I'indice de refraction specifique avec la 
concentration. 

io Les trois copolymeres presentent une faible polydispersite et des 

masses molaires moyennes en poids comprises entre 11000 et 19000 
g/mole. 

EXEMPLE 9 
15 amilose-PCL 

0,2g amilose (Fluka, extraite de pommes de terre) sont dissous 
dans 8ml DMSO. II resulte une solution trouble, a laquelle on rajoute 0,2 g 
de R-PCL-ester de NHSI (exemple 6) dissout dans 3 ml DMSO. Ce 
melange est incube a 70°C pendant 144h. Apres evaporation des 
2 0 solvants, le solide est repris avec 200 ml eau et 200 ml chloroforme dans 
une ampoule a decanter. La phase interrnediaire contenant le polymere 
amphiphile est recuperee et extraite encore une fois, puis sechee. Ce 
traitement est une variante de la methode de purification de Texemple 7. 

Le rendement en poids apres la deuxieme extraction est de 38% 

2 5 (pds). 

Les resultats de la microanalyse permettent de determiner la 
composition globale du copolymere amphiphile obtenu, qui contient 32% 
en poids de PCL. 
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FXEMPLE 10. 
Chitosane-PCL 

Le copolymere chitosane-polycaprolactone est obtenu selon !e 
protocole de I'exemple 9. La synthese a ete effectuee a partir du 
chitosane brut (Fluka, 150000 g/mole) et le rendement d'obtention du 
copolymere a ete 22% en poids. D'apres la microanalyse elementaire, le 
copolymere contient 67% en poids de PCL. II est de type peigne, avec un 
squelette de chitosane et des chalnons lateraux de PCL lies 
majoritairement par des liaisons amides. 

EXEMPLE 11 
HA-PCL 

L'acide hyaluronique (Accros, masse molaire superieure a 10 6 
g/mole) sous la forme de carboxylate de sodium est dissous dans I'eau 
MilliQ, et converti sous la forme acide libre a I'aide d'une resine 
superechangeuse de cation, et lyophilise. Le produit ainsi obtenu est 
assez soluble dans le DMSO et permet de realiser le couplage avec 
Tester NHSl du R-PCL-COOH, d'apres le protocole des exemples 7 et 9. 

Le copolymere de type peigne acide hyaluronique-PCL est 
recupere dans la phase aqueuse. II n'y a pas de phase intermediate. 
D'apres la microanalyse, ce copolymere contient 18% en poids de PCL. 

EXEMPLE 12 

Nanooarticules R-PCL-COOH 

Une masse bien definie de R-PCL-COOH synthetase selon 
I'exemple 1 est dissoute dans I'acetone pour obtenir une concentration de 
20mg/mL Un volume d'eau egal au double du volume d' acetone est verse 
goutte-a-goutte. Spontanement, le polymere forme des nanospheres d'un 
diametre moyen de 210 nm (mesure apres ['evaporation du solvant), en 
absence d' agent tensioactif. 
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EXEMPLE 13 
Nanoparticules Dex-PCL 

Une masse bien definie de copolymere Dex-PCL synthetise selon 
I'exemple 7 est introduite dans le dichloromethane pour obtenir une 
5 concentration de 10 mg/ml. Le polymere est disperse et gonfie par le 
solvant, mais il ne se dissout pas. Un volume d'eau deux a vingt fois 
superieur au volume de dichloromethane est rajoute. Une emulsion 
grossiere est d'abord formee, puis affinee grace aux ultrasons. Le 
copolymere amphiphile stabilise I'emulsion, en evitant ainsi la necessite 
10 de rajouter des agents tensioactifs. Apres evaporation du solvant 
organique, on obtient des nanoparticules. 

Le diametre moyen des particules est determine par diffusion de 
la lumiere (PCS). La taille des particules, generalement inferieure a 300 
nm par ce precede, depend de la concentration, du rapport des volumes 
15 des deux phases aqueuse et organique, du temps et de la puissance de 
sonication. 

EXEMPLE 14 . 

22 mg R-PCL-COOH (exemple 1) sont introduits dans 10 ml eau 
20 MilliQ et chauffes a 80°C sous agitation magnetique. Suite a la fusion du 
polymere a cette temperature, des particules spheriques ont ete formees 
(Fig. 1). Le refroidissement du recipient a permis ensuite de figer les 
structures ainsi formees. Les particules ont pu etre recuperees ensuite par 
sedimentation. 

25 II a ete observe que le rajout de I'ethanol en faible quantite 

permettait d'ameliorer la fabrication en evitant la formation de films a la 
surface de I'eau. 



WO 01/88019 




CT/FR01/01496 



30 



FXEMPLE 15. 

Des particules ont ete formees selon le protocole de I'exemple 14, 
sauf qu'a la place de I'eau, une solution tampon acetate pH4,8 saturee en 
chitosane a ete utilise. Des particules spheriques ont ete ainsi obtenues. 

5 

FXEMPLE 16. 

22 mg R-PCL-COOH (exemple 1) sont introduits dans 10 ml eau 
MilliQ et chauffes a 80°C. Une sonde a ultrasons a ete plongee ensuite 
dans le recipient et des ultrasons ont ete appliques (20W, 20sec). Ceci a 
io permis d'obtenir des microspheres d'un diametre hydrodynamique moyen 
de 1 ,1 urn (determine par PCS) et ayant une faible polydispersite (fig. 2). 

II a ete note que I' utilisation d'un ultraturax pouvait remplacer la 
sonication pour la formation des nanoparticules. 

II a ete observe que le copolymere Dex-PCL (exemple 7) et le 
15 copolymere chitosane-PCL (exemple 9) formaient egalement des 
particules par ce precede. 

II a ete note qu'il etait egalement possible de former des particules 
par ce procede en remplacant I'eau par une huile (par exemple Migliol®) 
ou par un polymere (comme le PEG de masse molaire 200 g/mole). Ces 
2 o essais ont ete realises avec 25 mg de polymere dans 5 ml de liquide. 

FXEMPLE 17. 
bioadhesion 

L' interaction des particules selon I' invention avec des cellules 

2 5 Caco2 en culture, utilisees comme modele d' interaction pour les particules 

destinees pour la voie orale a ete etudiee. Le PLA tritie a ete encapsule 
comme marqueur radioactif dans des nanoparticules Dex-PCL (exemple 
7) pour permettre de determiner avec precision la localisation des 
particules (a I'interieur ou a la surface des cellules ou dans le milieu de 

3 0 culture). Ce marquage s'est revele parfaitement stable dans le milieu de 

culture, autorisant done ces etudes. Des cellules Caco2 ont ete cultivees 
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dans des plaques a 24 puits, avec changement du milieu (1,5 ml/puits 
DMEM 4,5 g/l glucose, 15% serum de voeu festal) tous les 1 ou 2 jours 
jusqu'a confluence. Apres environ 4 jours, lorsque les cellules sont 
arrivees a confluence, le milieu est retire, on rajoute 1,5 ml de milieu 
5 Hank's, on attend 2h puis on rajoute les suspensions de nanospheres 
contenant des quantites bien definies de particules (dans un volume total 
de 100 L'activite par puits dans le milieu de culture a ete fixee a 0,1 
^Ci. Apres trois heures d'incubation a 37°C dans un incubateur a C0 2 , le 
surnageant a ete retire, les cellules ont ete lavees deux fois avec du PBS, 
10 puis lysees pendant 1h avec 1ml de NaOH 0,1M. La radioactivite a ete 
comptee dans le surnageant, les eaux de lavage et le lysat cellulaire. 
Ainsi, il a ete possible de determiner avec precision la quantite de 
nanoparticules effectivement associee aux cellules. 

La quantite des nanoparticules Dex-PCL associee aux cellules 
15 Caco2 est double par rapport a celles en polyester (PLA, Phusis, Mw 
40000 g/mole) fabriquees par la technique de la nanoprecipitation 
(exemple 10) en presence de Pluronic®. Ainsi, 2,5% et 1,1% 
respectivement des nanoparticules sont associees aux cellules. 

20 EXEMPLE 18 

nou plaae de lectines pa r affinite. ciblaae 

Une suspension de nanoparticules radiomarquees, fabriquees a 
partir de Dex-PCL (exemple 7), est mise en contact avec une solution de 
lectine de pois (Lens culinaris) en exces par rapport aux particules, de 

2 5 maniere a saturer la surface de celles-ci en lectine adsorbee par affinite. 

L' interaction des nanoparticules ainsi recouvertes de lectine avec des 
cellules Caco2 en culture est etudiee selon le protocole precedent 
(exemple 16). 

La quantite des nanoparticules associee aux cellules Caco2 est 

3 0 significativement augmentee par rapport a celles non recouvertes de 
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lectine. Ainsi, 3,5% des nanoparticules introduites en chaque puits sont 
associees aux cellules, par rapport a 2,5% en absence de lectine. 

EXEMPLE 19 
5 Furtivite 

La capacite de nanoparticules recduvertes de dextrane 
(fabriquees a partir de Dex-PCL, exemple 7) a eviter la capture par des 
cellules phagocytes (J774) a ete comparee a i celles de meme taille 
(environ 200 nm) et recouvertes de PEG 5000 g/mole (fabriquees a partir 

io de PEG-PLA synthetise selonT exemple 4, a partir de Me-O-PEG-OH 
5000 g/mole et de lactide, avec une masse molaire du bloc de PLA de 
50000 g/mole). Les cellules J774 ont ete cultivees dans des plaques a 24 
puits, dans un milieu DMEM contenant 4,5 g/l glucose et 10% serum de 
vceu foetal. Prealablement aux experiences, le surnageant des cellules a 

15 ete renouvele et on a attendu 4h avant de rajouter les suspensions de 
nanoparticules radiomarquees dans les puits. La capture des 
nanoparticules Dex-PCL et des nanoparticules de reference de meme 
taille recouvertes par du PEG a ete pratiquement la meme (1 a 2%), 
malgre la capacite bien connue de ce type de cellules a phagocyter des 

20 nanoparticules. Ceci est une indication concernant le caractere « furtif » 
des nanoparticules recouvertes de dextrane, similaire a celui des 
particules recouvertes de PEG, bien connues dans la litterature. 
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REVEND1CATIONS 

1. Materiau a structure chirnique controlee compose d'au 
moins un polymere biodegradable et d'un polysaccharide a squelette 
lineaire, ramifie ou reticule, caracterise en ce qu'il derive de la 

5 fonctionnalisation controlee d'au moins une molecule dudit polymere 
biodegradable ou d'un de ses derives par greffage covalent directement 
au niveau de sa structure polymerique, d'au moins une molecule dudit 
polysaccharide. 

2. Materiau selon la revendication 1, caracterise en ce qu'il 
10 est constitue d'au moins 90% en poids d'un copolymere derivant de la 

fonctionnalisation controlee d'au moins une molecule d'un polymere 
biodegradable ou d'un de ses derives par greffage covalent directement 
au niveau de sa structure polymerique d'au moins une molecule d'un 
polysaccharide a squelette lineaire, ramifie ou reticule. 
15 3. Materiau selon la revendication 1 ou 2, caracterise en ce 

qu'il est depourvu en produit de depart. 

4. Materiau selon la revendication 1 ou 2, caracterise en ce 
qu'il possede une polydispersite inferieure ou egale a 2. 

5. Materiau selon Tune des revendications precedentes, 
20 caracterise en ce que la liaison covalente etablie entre la molecule de 

polymere biodegradable et la molecule de polysaccharide est de nature 
ester ou amide. 

6. Materiau selon Tune des revendications precedentes, 
caracterise en ce que la liaison covalente derive de la reaction entre une 

2 5 fonction hydroxyle ou une fonction amine presente sur la molecule du 
polysaccharide et une fonction carboxylique, activee ou non, presente sur 
la molecule du polymere biodegradable. 

7. Materiau selon Tune des revendications precedentes, 
caracterise en ce que le polymere biodegradable repond a la formule : 
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( R i ) iT[" polym ® re biod ®9 radable 

dans laquelle : 

- netm represented independamment I'un de I'autre, soit 0, 
5 soit 1 , 

- R, represente un groupement alkyle en 0,-0,0, un polymere 
different du polymere biodegradable, une fonction reactive 
protegee presente sur le polymere, une fonction carboxylique, 
activee ou non, ou une fonction hydroxyle, et 

10 . r 2 represente une fonction hydroxyle ou une fonction 

carboxylique activee ou non. 

8. Materiau selon Tune des revendications precedentes, 
caracterise en ce que le polymere biodegradable est ou derive d'un 
poly(acide lactique) (PLA), poly(acide glycolique) (PGA), poly(s- 

15 caprolactone) (PCL), les polymeres synthetiques tels les polyanhydrides, 
poly(alkylcyanoacrylates), polyorthoesters, polyphosphazenes, 
polyamides, polyaminoacides, polyamidoamines, polymethylidene 
malonate, poly(alkylene d-tartrate), polycarbonates, polysiloxane, 
polyesters comme le poly hydroxybuty rate ou polyhydroxyvalerate, ou le 

2 o poly(acide malique), ainsi que leurs copolymeres et derives. 

9. Materiau selon I'une des revendications precedentes, 
caracterise en ce que le polymere biodegradable est un polyester de 
poids moleculaire inferieur a 50.000 g/mole. 

10. Materiau selon I'une des revendications precedentes, 
25 caracterise en ce que le polymere biodegradable est un polycaprolactone. 

11. Materiau selon I'une des revendications precedentes, 
caracterise en ce que le polysaccharide possede un poids moleculaire 
superieur ou egal a 6000 g/mole. 
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12. Materiau selon Tune des revendications precedentes, 
caracterise en ce que le polysaccharide est choisi parmi le dextrane, le 
chitosane, le pullulane, ramidon, I'amilose, I'acide hyaluronique, 
I'heparine, I'amilopectine, la cellulose, la pectine, I'alginate, le curdlan, le 

5 fucane, le succinoglycane, la chitine, le xylane, la xanthane, I'arabinane, 
la carragheenane, I'acide polyguluronique, I'acide polymannuronique, et 
leurs derives. 

13. Materiau selon Tune des revendications precedentes, 
caracterise en ce qu'il associe ou non un polymere biodegradable et un 

10 polysaccharide dans un rapport massique variant de 1 :20 a 20 :1 et de 
preference de 2 :9 a 2 :1 . 

14. Materiau selon Tune des revendications precedentes, 
caracterise en ce qu'il se presente sous la forme d'un copolymere di-bloc. 

15. Materiau selon I'une des revendications precedentes, 
15 caracterise en ce qu'il possede une structure peigne ou une structure 

reticulee. 

16. Materiau selon I'une des revendications precedentes, 
caracterise en ce qu'il s'agit d'un copolymere possedant un squelette 
polysaccharide et des greffons polymeres biodegradables. 

2 0 17. Materiau selon I'une des revendications precedentes, 

caracterise en ce qu'il derive d'un copolymere choisi parmi dextrane- 
polycaprolactone, amilose-polycaprolactone, acide hyaluronique- 
polycaprolactone, et chitosane-polycaprolactone. 

18. Procede de preparation d'un materiau selon I'une des 

25 revendications precedentes, caracterise en ce que Ton met en presence 
au moins une molecule d'un polymere biodegradable ou un de ses 
derives portant au moins une fonction reactive F1 avec au moins une 
molecule d'un polysaccharide a squelette lineaire, ramifie ou reticule et 
portant au moins une fonction reactive F2 capable de reagir avec la 
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fonction F1, dans des conditions propices a la reaction entre les fonctions 
F1 et F2 pour etablir une liaison covalente entre lesdites molecules et en 
ce que f on recupere ledit materiau. 

19. Procede selon la revendication 18, caracterise en ce que 
5 le polymere biodegradable est tel que defini en revendications 7 a 10 et le 

polysaccharide selon la revendication 11 ou 12. 

20. Procede selon la revendication 18 ou 19, caracterise en 
ce que la fonction reactive du polymere biodegradable est une fonction 
acide activee et celie du polysaccharide une fonction hydroxyle ou amine. 

10 21. Procede selon Tune des revendications precedentes, 

caracterise en ce que le polysaccharide et le polymere biodegradable ou 
derive sont mis en presence dans un rapport massique variant de 1 :20 a 
20 :1. 

22. Vecteur obtenu a partir d'un materiau selon I'une des 
15 revendications 1 a 17. 

23. Vecteur selon la revendication 22, caracterisee en ce 
qu'il s'agit de particules. 

24. Vecteur selon la revendication 22 ou 23, caracterisee en 
ce qu'il s'agit de microparticules ou nanoparticules. 

20 25. Vecteur selon I'une des revendications 22 a 24, 

caracterise en ce qu'il comprend en outre une substance active. 

26. Vecteur selon la revendication 25, caracterise en ce que 
la substance active est choisie parmi les peptides, proteines, 
carbohydrates, acides nucleiques, lipides ou des molecules organiques ou 

25 inorganiques susceptibles d'induire un effet biologique et/ou a activite 
therapeutique. 
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27. Vecteur selon I'une des revendications 22 a 26, 
caracterise en ce qu'il comprend jusqu'a 95% en poids d'une matiere 
active. 

28. Vecteur selon I'une des revendications 22 a 27, 
5 caracterisee en ce qu'il s'agit de particules comprenant en outre au moins 

une molecule liee de maniere covalente a sa surface. 

29. Vecteur selon I'une des revendications 22 a 27, 
caracterisee en ce qu'il s'agit de particules comprenant en outre au moins 
une molecule liee de maniere non covalente a sa surface. 

10 30. Vecteur selon la revendication 28 ou 29, caracterisee en 

ce que cette molecule est une molecule biologiquement active, une 
molecule a vocation de ciblage ou pouvant etre detectee. 

31. Vecteur selon la revendication 30, caracterise en ce qu'il 
s'agit d'une molecule de ciblage choisie parmi les anticorps et fragments 

15 d'anticorps et lectines. 

32. Vecteur selon I'une des revendications 22 a 31, 
caracterise en ce qu'il s'agit de particules constitutes d'un materiau 
derivant d'au moins une molecule de polyester liee par une liaison de type 
ester ou amide a au moins une molecule de polysaccharide choisie parmi 

20 le dextrane, le chitosane, I'acide hyaluronique et I'amilose. 

33. Vecteur selon I'une des revendications 22 a 31, 
caracterise en ce qu'il s'agit de particules constitutes d'un materiau 
derivant d'un bloc de polycaprolactone ou de poly(acide lactique) lie par 
une liaison de type ester ou amide a au moins une molecule de 

2 5 polysaccharide choisie parmi le dextrane, le chitosane, I'acide 
hyaluronique et I'amilose. 

34. Procede de preparation d'un vecteur sous forme de 
particules selon I'une des revendications 22 a 33, caracterise en ce qu'il 
comprend au moins : 
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- ('introduction d'un materiau selon I'une des revendications 
1 a 17, le cas echeant avec un autre compose et/ou une matiere active, 
dans un liquide, de preference I'eau, a une concentration inferieure ou 
egale a 50 mg/ml, 

5 - le chauffage de I'ensemble sous agitation jusqu'a une 

temperature propice a la fonte ou au ramollissement dudit materiau de 
maniere a obtenir sa mise en dispersion sous forme de gouttelettes, 

- le refroidissement de I'ensemble de maniere a figer la 
structure ainsi obtenue, et 

lo - la recuperation desdites particules. 

35. Procede selon la revendication 34, caracterise en ce que 
le materiau est un copolymere de poly(s-caprolactone) de poids 
moleculaire inferieur a 5000 g/mole. 

36. Procede selon la revendication 34 ou 35, caracterise en 
15 ce qu'il est realise en presence egalement de la matiere active a 

encapsuler. 

37. Utilisation d'un vecteur selon I'une des revendications 17 
a 33 pour encapsuler au moins une matiere active. 

38. Utilisation selon la revendication 37, caracterisee en ce 
20 que les matieres actives sont choisies parmi les peptides, proteines, 

carbohydrates, acides nucl6iques, lipides, ou des molecules organiques 
ou inorganiques susceptibles d'induire un effet biologique et/ou a activite 
therapeutique. 

39. Composition pharmaceutique ou de diagnostic 
25 caracterisee en ce qu'eile comprend a titre de matiere active un vecteur 

selon I'une des revendications 17 a 33. 
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40. Composition de diagnostic caracterisee en ce qu'elle 
comprend a titre de matiere active un vecteur selon I'une des 
revendications 17 a 33. 

41. Utilisation d'un vecteur selon Tune des revendications 17 
5 a 33, a titre de vecteurs « furtifs ». 

42. Utilisation d'un vecteur selon Tune des revendications 17 
a 33 a titre de vecteurs bioadhesifs. 
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